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シェーグレン症候群におけるZp－CATを用いた
　Epstein－Barrウイルス再活性化機i構の検討
長　田　嘉　文
東京医科大学微生物学講座
（指導：水野文雄主任教授）
【要旨】　シェーグ1ノン症候群（Sj6gren’s　syndrome，　SS）は唾液腺，涙腺の組織破壊を主徴とする臓器特異
的自己免疫疾患である．SSの腺組織破壊の機序は不明であるが，従来より本疾患においてEpstein－Barrウ
イルス（EBウイルス）の著しい再活性化が認められることが知られており，　SSの病態形成に関与している
可能性が考えられている．再活性化機構の解明のため本研究ではEBウイルスの再活性化に必須であり前早
期遺伝子の一つのBZLF1遺伝子プロモーター領域（Zp）をCATあるいはLuciferaseレポーター遺伝子の上
流に組み込んだプラスミドDNAを作製し，唾液腺導管上皮細胞株であるHSYに導入し種’々の条件下での
BZLF1の転写活性を検：如した．
　TPAおよびカルシウムイオノフォアで細胞処理を行ったところZpのプロモーター活性の上昇が見られ
た．これらのプロモーター活性は細胞内シグナル伝達系の阻害剤を添加することにより抑制傾向を示した．
また，SS患者唾液サンプルも12症例中8例において，健：常者と比較し優位な活性の上昇が認められた．
　以上の結果から，SSにおいてEBウイルスの再活性化を誘導する因子の発現が示唆され，そのシグナル
伝達経路が明らかになった．
はじめに
　シェーグレン症候群（SS）は乾燥性角結膜炎や
口腔乾燥症などの症状を呈する臓器特異的自己免疫
疾患であり，病変の静座である唾液腺，涙腺にリン
パ球浸潤を伴う組織破壊像が認められる1）．SSの腺
組織破壊の機序には不明な点が多いが，病変が外界
に曝露している涙腺，唾液腺などの外分泌腺に初発
することなどから，微生物感染などの環境因子が発
症に強く関与していると考えられている1・　2）．現在
まで環境因子の中では特にEpstein－Barrウイルス
（EBウイルス）再活性化に関連した報告が多く2～5＞，
SS患者血清中にはEBウイルス関連抗体である抗
EBNA抗体および抗VCA抗体価の上昇を認めるこ
と3），SS患者唾液腺および涙腺の病変局所，ならび
に末梢血中ではEBウイルス遺伝子コピー数の有意
な上昇を示すこと4），SS患者の末梢血由来B細胞株
がEBウイルスを産生すること5）などが明らかにさ
れておりEBウイルスの再活性化を介した病態形成
の可能性が考えられている．現在までにEBウイル
ス再活性化機構の解明は伽碗70においてEBウイ
ルス潜伏感染細胞を用いて解析されている．再活
性化への移行にはウイルス構造遺伝子である
BZLF1遺伝子発現を介したウイルス遺伝子の複製
および前早期遺伝子転写誘導が必須であることが
示されている．BZLF1遺伝子産物であるZEBRA
（Zta，　EB1，　Z　protein）は複製への移行に際し最初
に転写される遺伝子産物であり，EBウイルス潜伏
感染細胞中で発現させると単独でウイルス複製状
態を誘導できる唯一の蛋白であること6～11），EBウ
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イルス前早期遺伝子（BRLF1，　BMLF1，　BALF2）
および早期，後期遺伝子を活性化すること12・13）な
どが報告されている．このZEBRAをコードしてい
るBZLF1遺伝子は発現は湯冷”ではTPA処理14～17），
膜表面IgG処理18～20），カルシウムイオノフォア処
理21），NO　inhibitor処理22），　n－butyrate処理23・　24），
P3HR－1の重感染によるhet　DNA形成25～29），　Human
Herpes　Virus　6（HHV6）の重感染30），　TGF一β31），　ZEBRA
発現ベクターの導入6・　8，　9・　11），などで誘導されること
が報告されているものの，SS病変局所ではどのよ
うな刺激で誘導されどのようなシグナル伝達経路を
介するのかは明らかではない．
　そこで，SSの病態進行に関わるEBウイルスの再
活性化機構の解明を目的に，唾液腺導管上皮細胞へ
ZpCATあるいはZpLUCを導入し，唾液腺局所にお
けるEBウイルス再活性化に関与しているシグナル
およびそのシグナル伝達経路の解析を行った．
材料および方法
　1．臨床材料
　東京歯科大学市川総合病院に来院し，原発性SS
患者と診断され，ステロイドや免疫抑制材の投与を
受けていない12名（女性12名，平均年齢56歳）
の唾液を検討に用いた．対照として健常人10名
（女性10名，平均年齢57．5歳）の唾液を用いた．
唾液サンプルは15，000G，45分間遠心分離を行い，
0．2μmシリンジフィルター（Millipore，　MA，　USA）
で処理し用いた．今回の検索に用いたSS患者は他
の合併症を認めず，FoxらがAmerican　Rheumatism
Associationに提案した診断基準32），即ち，1）シル
マーチスト陽性で，かつローズベンガルテストで角
膜あるいは結膜に陽性所見を認めること，2）口腔
乾燥症状を呈し，無刺激もしくは刺激時の唾液分泌
量の低下を認めること，3）唾液線組織にリンパ球
の浸潤を認め，focus　score＞2個／4　mm2であるこ
と，4）血清中に自己抗体が認められること，以上
の4項目をすべて満たしている患者を検索対象とし
た．
　2．プラスミドの構築
　B　9　5－8細胞1×107個を遠心分離により回収し
DNeasy　Kit（Promega，　W1，　USA）を用い染色体
DNAを抽出，このDNAを鋳型にPCRを行った．
PCR反応液の組成200μM　dNTP　mixture（dATP，
dCTP，　dGTP，　dTTP）の反応液に2．5UのTaq
polymerase（タカラ，京都）で温度の周期的変化を
加えた．反応条件は950C10分，950C1分560C
30秒720C30秒を30サイクル，その後720C10分
間反応させた．得られたPCR産物20μ1を2％低融
点アガロースゲル電気泳動で分離した後にエチジウ
ムブロマイド染色し，UV下で確認後，切り出し
Wizard　DNA　purification　kit（Promega）で精製した．
BZLFl　promoter増幅のために用いたprimerの配列
はZP－1（5’側）　5’一CTG　CAG　CCA　TGC　ATA　TIT
CAA　CTG　GG－3’，　ZP－2　（3’側）　5’一GTC　GAC　GCA
AGG　TGC　AAT　GTT　TAG　TG－3’である．次にPCR
産物をTopo　TA　vector（Invitrogen，　CA，　USA）に組
込み，BZLF1プロモーター領域が完全に保持され
ていることをAutoread　Sequencing　Kit（Pharmacia，
Sweden）を用いA．LFオートシークエンサー
（Pharmacia）で確認した．このBZLF1プロモータ
ーを含むPst　I－Sal　IフラグメントをCATレポーター
遺伝子を有するpCAT　Basic　vector（Promega）に
組み込み，ZpCATプラスミドを構築した．また，
同領域を含むKpn　I－Sal　IフラグメントをLuciferase
レポーター遺伝子を有するpGL3　Basic　vector
（Promega）に組み込み，　ZpLUCプラスミドを構築
した．
　3．唾液腺導管上皮細胞への遺伝子の導入
　ZpCATおよびZpLUCはHB　101もしくはJM109
competent　ce皿（タカラ）にトランスホームし，　Endo丘ee
Plasmid　maxi　kit（Qiagen，　Germany）で調整し実
験に使用した．本検索で用いた唾液腺導管上皮細胞
株であるHSY33）は，牛胎児血清（fetal　calf　serum：
Fcs，　GibcoBR：L，　NY，　usA）を！0％加えたMEM
培地（10mM　HEPES．1001U／ml　penicillin，100μg／
ml　streptomycinを含む，　Gibco）で370C，5％CO2
の環境下で培養した．遺伝子導入は導入の24時間
前に6well　Tissue　cultUre　plate（Becton　Dickinson，
NJ，　USA）を用い2×105　cells／wellの細胞を培養し，
培養i開始24時間後に約50～70％コンフルエントの
条件を満たしていることを確認した．次に無血清の
MEM培地100μ1を加えた滅菌チューブにcationic－
liposomeであるTransIT（Pan　Vera，　Wr，　USA）4μ1
を加え，室温で5分間静置後ZpCATもしくはZpLUC
を各々2μg混合させ，さらに5分間静置した後，
このプラスミドDNA／リボソーム混合液を6－well
culture　plateの各wellに加え，370C，5％CO2の環境
下で5時間反応させた．反応終了後このDNA混合
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液を含む培養液を除去し，無血清のMEM培地で洗
浄後，MEM（10％FCSを含む）2mlを各wellに加
え，刺激をおこなった．刺激は12－O－tetrade－
canoylphorbol－13－acetate　（TPA）　（Sigma，　USA），
Calcium　ionophore（A23187）（Sigma）を各wellに
添加し実施した．また臨床材料としてSS患者唾液，
健常者唾液を同様に刺激として用いた．さらにシグ
ナル経路の阻害実験はA23187による刺激を加える
前にR24571（Sigma），CyclospolinA（Sigma），
Wortmaninn（Sigma）をあらかじめ各we11に添加
し，その1時間後にA23187を加えた．いずれの刺
激条件においても細胞を刺激した36時間後にCAr
もしくはLuciferaseを測定し，プロモーター活性の
解析をおこなった．
　4．　CAT　assay
　遺伝子の導入を行った細胞を36時間後に回収し
PBSで洗浄，細胞沈渣に冷溶解液（0．25　M　Tris－
HCIp　7．8）を加え3回凍結溶解し13，000　rpm，5分，
4。C遠心後，上清を回収した．さらに60。C，10分
加熱し遠心後の上清を細胞溶解液とした．細胞溶解
液60μ1，FAST　CAT　substrate　reagents（Molecular
Probes，　OR，　USA）10μ1を混合し37。C5分間静置
した後に9mM　Acetyl　CoA（Sigma）10μ1を加え37。C
4時問インキュベートした．冷Ethy！Acetate　lmlを
加え掩拝，13，000rpm，5分，4。C遠心後水層を回収
し，乾燥させ15μ1のEthyl　Acetateで溶解した．こ
のサンプルをシリカゲル薄層プレート（MERCK，
Germany）にスポット，風乾させChloroform／
Methanol（85：15）を加えクロマトチャンバーに
静置，溶媒の浸透を持ち，プレートを取り出し乾燥
させた．UVランプ下で，未反応基質とアセチル化
産物に相当する部位をフィルム撮影後，各サンプル
のアセチル化スポットおよび未反応基質スポットを
剥離し，クリーンチューブに入れメタノールを加え，
分光光度計で543nmの波長を測定し定量解析を実
施した．
　5．　Luciferase　assay
　6well　plateに培養していた細胞をPBSで洗浄後，
各wellに細胞溶解液（Promega）を150μ1つつ加
え，室温で15分間放置後，細胞溶解液を回収し，
12，000rpm，2分間遠心後，上清を細胞抽出液とし
て使用した．Luciferase活性の測定は細胞抽出液20
μ1に発光基質液100μ1を加え，Lumat（Bio－Rad，
USA）にて30秒間の発光量（RLU）を測定した．
また同時にこの細胞抽出液をBio－Rad　protein　assay
kit（Bio－Rad）を用いて蛋白定量を行い，単位蛋白
量あたりのLuciferase活性（R：LU／100μg　protein）
を算出した．なお今回検討を加えたLuciferase活性
はCAT活性に比較し高感度の定量性を得ることが
可能でありCAT活性に比較し同等の結果が得られ，
二つの異なるレポーター遺伝子を用いた検討から実
験結果に対する妥当性が確認された．
結 果
　1．唾液腺導管上皮細胞株におけるBZLFIプロ
モーター活性
　ZpCATをHSY唾液腺上皮細胞株に導入し，　TPA，
およびカルシウムイオノフォア（A23187）で同細
胞株を刺激しBZLF1プロモーター活性の有無を確
認するため，CAT活性を測定し薄層クロマトグラ
フィーによる解析を行った．SV40プロモーターを
有するpSV40CATは陽性コントロールであり，
CAT活性の上昇を示すアセチル化産生物のスポッ
トを上段に認め，ZpCATにPBSを添加した陰1生コ
ントロールではCAT活性に反応が生じないためア
セチル化反応物上反応基質を示す下段のみにスポッ
トが見られた．次にTPA，　A23187による刺激を加
え検討をおこなったところ，両者ともにCAT活性
が上昇し，明らかなアセチル化産生物のスポットが
上段に認められた．（Fig．1A）また，その定量解析
を行うために，アセチル化反応物未反応基質から産
生したアセチル化産生物へのアセチル化変換率の解
析をおこなったところTPA，　A23187刺激において
陰性コントロールに対し顕著なアセチル化変換率の
上昇が求められた．（Fig．1B）
　2．SS患者唾液によるBZ：LFIプロモーター活性
の検討
　EBウイルス再活性化を誘導する因子の検出を試
みるため，ZpCATを導入したHSY細胞にSS患者
唾液サンプルおよび健常者唾液を添加し，薄層クロ
マトグラフィーおよび定量解析を行った．SS患者
睡液サンプルで細胞の刺激を行ったところ，CAT
活性の上昇を示すアセチル化反応物のスポットを認
められた．対照として用いた健常者唾液サンプルで
はアセチル化反応物のスポットはみられなかった．
（Fig．2A）なおその定量解析によるアセチル化産生
物への変換効率を測定したところSS患者サンプル
は健：常者サンプルに比較して明らかなアセチル化変
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Lane　1；pSV40CAT
Lane　2；ZpCAT　＋　PBS
Lane　3；　＋　TPA　25　ng／ml
Lane　4；　＋　TPA　50　ng／ml
Lane　5；　＋　A23187　O．5　paM
Lane　6；　＋　A23187　O．75　paM
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Fig．　IA　TPA　and　A23187　induction　of　CAT　activity　of　the
　　　　ZpCAT　plasmid　in　HSY　cell　lines．　Cells　were
　　　　treated　with　either　TPA　（lanes　3，　4）　or　A23187
　　　　（lanes　5，　6）　or　given　no　treatment　（lane　1：　posi－
　　　　tive　control，　lane　2：　negative　control）．　After　incu－
　　　　bation　for　36　hr，　the　cells　were　harvested，　and
　　　　CAT　activity　was　assayed．
換効率の上昇を示した．（Fig．2B）またss患者！2
例および健常者10例において，同じく唾液添加に
よるLuciferase活性の測定を実施したところ，　SS
患者12例中8例に健常者に比較して優位なプロモ
ーター活性の上昇が認められた．（Fig．2c）
　3．シグナル伝達阻害剤によるプロモーター活性
の抑制
　SS病変局所においてBZLF1遺伝子の活性化を惹
起するシグナル伝達経路の検出をおこなうため，
A23187刺激後にシグナル伝達経路の阻害剤を添加
し，その経路の活性化の有無をLuciferase活性の測
定により検討した．A23187刺激に先立ち，　IP3特異
的阻害剤であるWortmaninn，カルシニューリンへ
のシグナルを阻害するCyclospolin　A，　CaMK［V
（カルシウムカルモジュリンキナーゼタイプフォー）
特異的阻害剤であるR24571を前投与した．まず
A23187による単独刺激を行いLuciferase活性を測
％
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Fig．　IB　Bar　graph　illustrating　the　percent　acetylation　of
　　　　ZpCAT　assays　were　quantitated　using　excitation
　　　　and　emission　monochromator　settings　of　540　nm
　　　　and　569　nm．　0／o　acetylation　＝　product／substrate－
　　　 product　＊100
定したところレポータ活性の上昇を示す高い発光量
が認められた．これに対しWbrtmaninn，　Cyclospolin
A，R24571を前投与し，　A23187刺激後の発光量を
測定したところいずれの阻害剤においても
Luciferase活性の抑制傾向を認めた．中でも，
Cyclospolin　Aを前投与した際に強いLuciferase活
性の抑制が認められた．（Fig．3）
考 察
　SSはロ腔内乾燥症や乾燥性角結膜炎を主症状と
し，リンパ球浸潤を伴った腺組織破壊を特徴とする
原因不明の自己免疫疾患であり，多彩な自己抗体や
高がンマグロブリン血症を示す疾患である．従来よ
り，SSの病因，病態の形成に様々な要因の関与が
推定されている．なかでも特に環境因子の関与が示
唆されており1・2），それらを強く示唆する理由とし
て第一に涙腺，唾液腺などの外界に接している臓器
に病変が初発すること1），第二に一卵性双生児での
本症の一致率が低いこと1），第三に伝染性単核症か
ら移行して本疾患が発症すること34・35）などが挙げ
られる．そのような環境因子の中でも特にEBウイ
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Fig．　2A，　B　Zp　induction　with　saliva　of　the　SS　patient．
　　　　　Cells　were　treated　with　either　SS　saliva
　　　　　（lanes　4，　5）　or　normal　saliva　（lanes　6，　7）　or
　　　　　given　no　treatment　（lane　1：positive　control，
　　　　　lane　3　：　negative　control）．　After　incubation　for
　　　　　36　hr，　the　cells　were　harvested，　and　CAT
　　　　　activity　was　assayed．　Standard　deviations　are
　　　　　indicated　as　vertical　bars．
ルスはその関与が強く示されている因子であり，現
在までに数多くの報告2～5・　36）がある．EBウイルス
再活性化のSSへの関与を示唆する報告として，
Foxらは免疫組織学的検索を行い，　SS患者の唾液
腺組織14例中8例（57％）からEBウイルス早期
抗原（EA－D）を検出し，さらにサザンプロット法，
スロットプロット法を用いてSS患者耳下腺組織か
らEBV－DNAを検出している36）．　SaitoらはPCR法
によってSS患者末梢血中，唾液中および口唇腺組
織でのウイルスコピー数の上昇を報告している4）．
さらに，TateishiらはSS患者由来B細胞株を解析
しこれらの細胞が無刺激下で高率にEBVを産生す
ることや再活性化後期に発現するウイルスカプシド
抗原（VCA）の発現が見られることを報告してい
る5）．しかしながら，これらの報告はEBウイルス
早期遺伝子の発現，ウイルスゲノムの複製現象から
EBウイルス再活性化を間接的に推測しているに過
ぎない．
　EBウイルス再活性化機構は伽碗zoにおける解
析から，再活性化への移行にはウイルス構造遺伝子
であるBZLF1遺伝子発現を介したウイルス遺伝子
の複製，前早期遺伝子転写誘導が必須であることが
示されている．BZLF1遺伝子の発現はこれまでに，
初富70でTPA処理ユ4～17），カルシウムイオノフォァ
処理21）などで誘導されることが報告されているも
のの，SS病変局所ではどのような刺激によって誘
導されるのかは不明である．
　この機序を明らかにするため，本研究ではSSの
病態進行に関わるEBウイルスの再活性化機構の解
明を目的にBZLF1遺伝子のプロモーターを組み込
んだZpCATプラスミドを腺上皮細胞に導入し解析
を行った．その結果，TPAおよびA23187処理後に
CAT活性の顕著な上昇を認められたことから，
ZpCATをHSY細胞株に導入した本モデルをシェー
グレン症候群におけるEBウイルス再活性化モデル
とし，引き続き検討を行った．同時にこの結果は
CATレポーター遺伝子の上流に組み込んだBZLF1
プロモーターに，TPA，　A23187による刺激後に惹
起された何らかの転写因子が反応したことを示すも
のであり，今回用いた腺上皮細胞にTPA，　A23187
に応答するシグナル伝達経路が存在することを示唆
するものである．このTPA，　A23！87に反応するシ
グナル伝達経路には，現在までに膜表面IgG架橋B
細胞による解析からPKCやカルモジュリンを介す
る経路が存在することが報告されている37・　38＞．この
ためSSにおいてもこれらのシグナル伝達経路の存
在を確認するため，PKCとカルモジュリン各経路
に対する阻害剤を添加し，ZpLUCを用いてLuciferase
活性の解析を行いBZLF1プロモーター活性の有無
（5）
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Measurement　of　Luciferase　activity　in　HSY　cells　transfected　with　ZpLUC　treated　with　saliva　from　one　of　12　cases
of　SS　or　10　normal　subjects．　Cells　were　harvested　24　hr　later，　and　the　cell　extracts　were　assayed　for　Luciferase
activity．　Bar　graph　illustrating　the　RLU；Relative　Iight　unit．
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を検討した．その結果，シグナル伝達経路の阻害剤
を添加することによりBZLF1プロモーター活性の
抑制傾向が認められた．このことからSS病変局所
において少なくともPKCやカルモジュリンといっ
たB細胞と同様な経路を介してBZLF1遺伝子発現
が誘導される可能性が示唆された．また患者のEB
ウイルス活性化能を把握するために，SS患者唾液
を添加し検討を行ったところ，健常者唾液に比し有
意なBZLF1プロモーター活性の上昇を認めた．現
在までに，EBウイルスはSS患者唾液中に高率に
検出され4），同じヘルペスウイルス属であるHHV－6
と重感染することによりEBV再活性化を誘導する
こと30）が報告されているが，今回用いた検体にこ
れらのウイルスが存在していれば，このウイルスを
介したシグナルによりZEBRAのプロモーター活性
が上昇した可能性も考えられ，一一つの本症の再活性
化の機序と解釈することが可能である．しかしなが
ら検体にこれらのウイルスが混入している可能性は
低く，本検討では唾液中に存在する何らかの液性因
子を介してZEBRAのプロモーター活性が上昇した
のではないかと考えられる．またSS患者唾液中に
はIL6が有意に認められ39），　TGF一βの濃度も上昇
している40）ことなどから，このようなサイトカイ
ンを介したEBウイルス再活性化が生じている可能
性も考えられる．加えて従来よりSS唾液腺導管上
皮では病変局所で産生されたTNF一α，　IFN一γなどの
サイトカインによりHLA－DRの発現が誘導され活
性化状態にあるとされており41・42），このような活性
化状態にある唾液腺導管上皮細胞に病変局所で産生
されているサイトカイン，細胞増殖因子などによる
副刺激が加わった場合に，EBウイルスの再活性化
経路とクロストークするようなシグナルを惹起し，
これによりEBウイルス再活性化が生じる可能性も
考えられており43），今後の検討が必要となるであろ
う．現在EBウイルス再活性化を誘導する，さらな
るシグナル因子の検討，シグナル伝達経路の検出を
（6）
2000年11月　長田　シェーグ1／ン症候群におけるZl＞CATを用いたEpstein－Bar　rウイルス再活性化機構の検討　　一739一
25000
20000
莞
巳
鳥15000
霧
量
琶10000
自
5000
o
A23187
0．7spaM　＋wortmaninn　＋CysA　＋R24571
　　　　50nM　75　nM　1paM　2．5ptM　O．5paM　1．OpaM
Fig．　3　Effect　of　an　IP3　inhibitor　and　of　calmodulin　antagonists　on　Zp　activation　with　A23187．　HSY　cells　transfected　with
　　　ZpLUC　were　incubated　in　the　presence　of　various　concentrations　of　wortmaninn，　Cyclosporin　A，　or　R24571　for　1
　　　hr　prior　to　treatment　with　A23187．　Cells　were　harvested　24　hr　later，　and　the　cell　extracts　were　assayed　for
　　　Luciferase　activity．
試みており，今後明らかにしていく予定である．
結 論
　1．今回ZpCArを導入したHSY細胞株を用いる
ことによりシェーグレン症候群におけるEBウイル
ス再活性化モデルを確立した．
　2．TPAおよびカルシウムイオノフォア処理をし
た結果，腺上皮細胞におけるEBウイルス再活性化
が認められた．
　3．B細胞系のシグナル伝達と同様にPKCや
Ca＋＋／カルモジュリンを介した経路により再活性化
が生じていると推測された．
　4．今回おこなったSS患者唾液サンプル8例にお
いて，健常者に対する優位なBZLF1プロモーター
活性が認められた．
　以上のことから，SSの病変局所においてEBVが
再活性化され，その病態形成および進行を司ってい
る可能性が示唆された．
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Analysisof　Epstein－Barr　virus　reactivation　by　a　BZLFI
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sj6gren’s　syndrome
　　　　　　　　　　　　　prom ter m
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Summary
　　Sj6gren’s　syndrome　（SS）　is　a　chronic　autoimmune　disorder　affecting　the　salivary　and　lacrimal　glands
and　leads　to　clinical　symptoms　of　dryness　of　the　mouth　and　eyes．　Although　the　pathogenesis　of　SS
remains　unclear，　it　has　been　reported　that　there　is　a　high　incidence　of　Epstein－Barr　virus　（EBV）　reac－
tivation　in　SS．　In　this　study，　we　analysed　BZLFI　expression　which　is　the　fast－transcribed　EBV　encoded
immediate　early　gene　product　and　play　an　indispensable　role　in　EBV　reactivation，　using　plasmid　DNA
containing　a　CAT　or　Luciferase　coding　sequence　which　is　linked　to　the　down－stream　of　the　BZLFI
promoter　（Zp）．　These　DNA　were　transfected　into　the　salivary　gland　cell　line　HSY　by　lipofection，　and
CAT　or　luciferase　assay　were　performed．
　Treatment　with　12－O－tetradecanoylphorbol－13－acetate　（TPA）　or　calcium　ionophore　A28187　increased
the　Zp　promoter　activity．　Addition　of　an　inhibitor　for　intracellular　signal　transduction　pathway　tended
to　decrease　the　Zp　activity．　ln　8　of　the　12　SS　patients，　saliva　samples　showed　incresed　Zp　activity
compared　to　the　normal　saliva　samples．　These　findings　suggest　that　the　inducer　of　EBV　reactivation
might　be　involved　in　SS　salivary　glands．
〈Key　words＞　Epstein－Barr　Virus，　Sj6gren’s　syndrome，　BZLFI，　Saliva，　Signal　Transduction
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